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拮 抗 菌が 他 の 菌に 拮 抗作 用 を お よぼす ときに 影響 す る要 因 は多 数 あ る と 考え られ るが,D.R.
FraVel,etal3'は拮 抗 菌 であ る.Talaromycesflavus・の 土壌定 着 に 影 響す る要 因 と・して・CEC
(塩基 置換 容 量),・カ リウム,ナ トリウム,亜 鉛 の 濃度,土 壌 バ クテ リアの密 度 な どに⇔ い て 調
査 し,カ リウム と亜 鉛 は 陽性 の関 係tCあ り,ナ ト リウムは陰 性 の関 係 に,CECと 土 壌 バ クテiJ,
アの密 度 につ い て は不 明で あ った と 報 告 し てい る。Shan-daLiu,etaliO)ttダイ・'コン の11,1hi-
zoctoniasotqni}cよる立 枯病 の抑 制 土壌 を調査 し,・Trichoderma1菌の密 度 が 高 く,,酸性 土 壌 ・で
土壌 本分 が 多 い環 境 で あ った こ とを 報告 してい る。 拮 抗 作用 は病 原 菌 と拮抗 菌 が 相対 的 関 係 に あ
り,ど ち らか の 条件 が 変 ・る と,・この作 用 は強 ま った り,"弱ま'った りす るbY・,Henis,ε彦al6.)・.は
Sclρrotiu.nt・rolfsii.の新 鮮 な 菌 核は 「7>励04ぽ脚 ・加 ダzi醐醐(WT-6>に:よ づて崩 壊 す る こ と
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はできないのであ るが,こ の菌核を乾燥 した り,水 に浸漬 した り,メタムナ トリウム(metham-
sodium)や15秒間90。Cの 熱にさ らす とTrichoderma菌の拮抗作用 は飛躍的に強 まることを
報告してい る。 またG.E.Harman,etal5)はエソ ドウや ダイ コソのPythium菌やRhizoc・
tonia菌に よる病害防除 にTrichodermahamatumを使用す るとき,い ろいろな添加物を試み
た。 キチンやRhizoctoniasolaniの細胞壁を添加す ると拮抗作用は一層強 まることを認め,ピ
ー トモスの添加は拮抗作用は強 まらないが,土 壌中にTrichodermahamatumの密度が高まる
ことを明らかに し,セ ル ロースの添加は拮抗作用の強化 も土壌中のTrichodermahamatumの
密度 も高 まらない ことを認あている。拮抗菌に括抗作用を発揮 させるためには種 々な条件が想定
されるが,こ こではinvitroにおけ る拮抗作用 の場である培地のpHの 影響,通 気性の影響,
寄主 菌体の加齢 と生死に よる影響,拮 抗菌の継代培養に よる影響な どについての試験報告はない
ので,こ れ らについて研究 した。その結果を報 告す る。本研究の一部は 日本菌学会11),日本植物
病理学会12・13)で発表 した ものである。
材 料 と 方 法
pHの 影響'
Trichoderma菌の生 育 は酸 性側4・9)におV・て良好 め こ とが知 られ て い る。しか しTtiとhoderhna
菌 力『他の 菌 類 を襲 う ときの最 適pHは 知 られ て い ない の でinvitroで試験 した 。供 試 した植 物 病
原 菌 は 飽 ゴzo690励αsolani.Kilhn.(IFO30464)であ り,ま た供 試 した拮 抗 菌 はTrichoderma
ガiγ鋤PerSδ6hexFries(IAM5141);万励04¢吻 αhamatuM(Bo血orden)'Balncer(IFO
31291),Trichodermahar2iαnumRifai(IFO130543),Trichoderina☆oη切8ガOudenmans
(IFO30544),Trichodermapolysporum(Linkexpersoon)Rifai(IFO9322),Tricho-
dermapseμdokoningiiRifai(IFO30903),Tricho4.ermaviridePersoonexTries(IFO
30498)の7種類 で あ り,拮 抗 作 用 の評 価 方法 は 埋 め 込み 培 養法12)で行 い,PSA平 板 培地 に 予 め
Rhiz'Octoniasolaniを全 面 に 生育 させ,こ の 平板 培 地 の一 端 にTtichoderma菌を5日 聞培 養
した 白PSA平 板 培 地 の コnニ ー の端 か ら 径5mmの コル クボー ラで 切 り抜 いた プ ラグを埋 め 込
み,2週 間25。Cで 培 養 し,Trichoderma菌の コロ ニー の生長 を4段 階 に表 示 して評価 した 。
この 方 法 の概 要 は第 一 図 に示 め した。
通 気性 の 影 響 ・ジ
"T
richoderma菌の 拮抗 作 用 に どの 程度 の 通 気性 が必 要 か を調査 す るた め,供 試 措 抗 菌はTri-
.chodetinaharzianuntRifai'(IFO30543)とTrichodermaviridePersoonexFries(IAM
5141)で,ま た供 試 した 植物 病 原 菌 はRhizoctoniasolaniKtihn(IFO30464)'であ り,調 査
方 法 は径9emの ペ トリ皿 を用 い,…PSA培 地 を ペ トツ皿1枚 当 り25mlを 注 ぎ込 み 平 板培 地 と
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して,こ れ にRhizoctoniasolaniを2週間培 養 した平板 培 地 の コ ロ ニーを 白金 耳 で取 り,タ ー
ソ テー ブル(TurntableTM-701,ThonlasspiCntificCo.,LTD)を用 い て 全面 に 接種 し,
25⊃C無酬 で5日間糠 し蛾 勅 全面陸 育した 』 ・晒 ・・lan'の'・ニ… 端
1・T・irh6d・・m・勘 ・・ニーから切 り抜・1経5血m励 ・残 埋め込み・ パラフ ・ル ム
(Pargfilpa@,Americancompany,g.reeriwich,CT.06830)を覆 い 密 閉 し,毛 綿 針 で ピ ン
ホ三ルを1・?・ ・… の各雌 醐 たも砿 全 くあけな・1区を設早 それぞれの欧
5反復にし,、25。C,照明下で一週間培養して拮抗作用を評価した○
寄主菌体の加齢と生死による影響
剛 蹴 齢 蹴 ・derm・h…lan・・n」Rita,i(irO趣3!・卿 ⑭ 碗 ・ρ・¢蹴 ぴダ
励9∬Rifai・(IFO30903)・T・i・h・吻 吻W似 ・P・r・6n・xF・i・(IAM5141)ρ3種 窺
また 供 試 した植 物病 原 菌 は 勘`20cオoκ仇solaniKifbn(IFO30464)であ り.,実験 芳 法 はPSA
平 板 培 地 を用 いて埋 め込 み 培養 法 に よって 行 い,・1予め'Rhizocto皿ia菌を全 面 に 生 育 させ,生 菌
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区は培養1週 間 目,2週 間 「},8週間 日に,拮 抗菌 コロニーの径5mmの プラグを埋め込み植菌
した。 また死菌区は全面にRhizoctonia菌が生育したPSA平 板培地 をそれぞれの週に オーb
クレイ ブで滅菌した後に拮抗菌 コロニーか らの径5mmの プラグを埋め込み植菌 し,25。C,照
明下でそれぞれ5日 間培養 し拮抗作用を評価 した。
Triehoderma菌の継代培養による影響
Trichoderma菌は生物防除剤であ り,化学農薬 と異 り,そ の有効成分が微生物 であ るので保
存 には継代培養が欠かせない。Trichoderma菌を継代培養す ることに よって植物病原 菌に対す
る拮抗作用に変異13)が現われ るかど うかをinvitroで調査 し'た。供試 したTrichoderma菌は
TrichodermaviridePersoonexFries(IAM5141)とTrichodermahamatecm(Bonorden)
Baincer(TRI-4),(この菌株はア メリカ農務省のベルツビル植物保護研究所 から分譲 された 。)
の2種 類で,ま た供試 した植物病原菌はRhi20ctoniasolaniKtihn(IFO30464)で・ 継代培
養は径9cmの ペ トリ皿を使用 し,PSA培 地 を20m膓注入 した平板培地の中央にTrichoderma
菌を植菌 し,5日 間で放射状 に生育 した菌糸はペ トリ皿の内壁に到達する。 この とき菌糸の先端
を径9mmの コル クボーラで切 り抜き,切 り抜いた プラグを予め用意 しておいたPSA平 板培地
の中央に移植 し,こ の プラグか ら再び放射状に菌糸が生育す るので,こ の菌糸の先端を切 り抜 い
TRICHODERMAlST 2ND 20TH
… …●
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てPSA平 板培地の中央に移植す ることを20回繰 り返した。拮抗作用の評価は埋め込み培養法12)
で行い,こ れ らの方法は第 二図の通 りであ る。上記PSA培 地 には バクテ リアの コンタ ミを防 ぐ
たあにス トレプ トマイシ ンとクロラムフェニコールのそれぞれ50ppmを添加 した。・継代 培養は
4月10日か ら5口 間隔 で7月14日まで20回行い,埋 め込み培養法に よる拮抗作用の評価は各拮抗
菌について3反 復に し,24～25。Cで照明下2週 間培養 して行 った。
結 果 と 考 察
pHの 影 響
7種 類 のTrichoderma菌は いつ れ も低pH値 に おい て拮 抗 作用 が強 く現 わ れ た。 特 にpH3
とpH4の 試験 区 にお い て拮 抗 作用 は旺 盛 で あ り,次 い でpH5,pH6の 順 で あ.り,lp耳8以
上 で は 全 て のTrichoderma菌は拮 抗 作 用 を示 め さな か った 。pH値 と拮 抗 作用 の試 験 結 果 は第
,表 の通 りであ る。Ilanchet,etat.2).は㍗ 鋤04■τ〃2αharzia.num・とRhizoctoniasola"i
のpHに 対 す る感 受 性 をinvitroの実 験 で比 較 した とこ ろ,菌 糸体 の生 育 はpH3か らpHβ
の間 でTrichodermahar2ianumはRhizoctonia,solq,niよりは るか に旺 盛 で あ る ζ とを認 め,.
両菌 の生 育 上 の最 適pHはTrichodermahargianumがpH.5.3.で,.Rhizoctoniasp,la,ni.が
pH7、8で あ る こ とを 明 らか に した 。 以上 の 結果 か らTrichoderma菌の拮 抗 作 用 を強 め るた め
シζは 環 境 を酸 性側 にす る こ とが肝 要 で あ る。
T。ble1A。t、g。ni。m。fT・i・h・de・ma・PP.tbRhiz・・'・nia・・ibni
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通気性の影響 、、
通気性の影響についての試験 結果は第二表の通 りであ り・Trichoderma菌が拮抗作用を行 う
環境 としては,か な りの嫌気状態においても活 発であることが明 らかにな つたごぺ・トリ・皿を覆 っ
たパ ラフ ィルムに ピンホ 一ー:一・ルを全 くあけなか った区 も供 試 し た3種 類 のTribhoderma菌は
Rhiz6ctonia菌を完全に覆 って生育 し拮抗作用は対照区 と伺 じ;'・または よ り強 て現われた♂本実
験 では酸素の要 求量を正確に測定 していなV'1し,また拮抗菌とRhizoctbnia菌め生育時 に どち
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Tablel2Antag・ni・mbyTrich・derma・spP.t・1～〃`zρcまo魎s・tani
onvariousairpermeabilities.
Numberofpin-ho!e'T"chode'maspp.rr「rT『=5-M「 元 「三「w三 二
T.ha〃at。m(IFo31291)#+++++++++++++++++++++++
T.har2ianum(IF()30543)一 ト十 一F十 十 十 十 十 十 十 十 一十'十 寸一十 十 十 十 十 十 十L}一十 一ト
T.viride(IAM5ユ41)十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十
*Eachantagonismisthemeanoffivereplicates,andresultsafterincubateofsevendays.
らが多・くの酸素を要求す るかは調査 していないが,こ の結果 を考察す るとTrichoderma菌の拮
抗作用の実際 の場 である土壌 中の嫌気状態 の場所にお いても,そ の拮抗作用が発揮で きるものと
推察 され る。
寄主菌体 の加齢 と生死による影響
Rhizoctohia菌を種 々の条件 で処理 して拮抗作用を試験 した結果は第三表の通 りである。病原
菌の培養 日数が1,2週 間では拮抗作用 に差が認め られなか ったが,8週 間 目では生菌区では拮
抗作用が認 あ られず,・殺菌区 において も拮抗作用はTrichoderntaPseμdokoningiiでは認め ら
れず,Trichodermahai2ianesmとTricあode〆mabirideはわずかに拮抗作用があ った。Tri-
chod6rma'菌のRhi20ctonia'soldniに対す る寄生作用は生菌 よ りも死 菌の方 が2～3.日早 く進
行す ることが認め られた。R姥 θcτo励αsolaniめ培養 日数が増加す るどTrichoderma菌に対
して抵抗 力が増す ように見 えるが,こ の現象はペ トリ皿において培養 日数が増茄す ると培地 に水
分含量が減 少す るのでTrichoderma菌の 拮抗作用が 十分行 うことができない・と 推察 される。
Trichoderma菌の拮抗作用 には水分le)が必要 であ ることが知 られている。これについて今後,
寄主菌体 の加齢が増 して も十分水分含量があ る環境で拮抗作用の試験を行 いたい。
TSble3AntagonlsmbyTrichodermaspP.toRhizoctDniaso桓泌
ofvariouscondition.
一.一一T…h・derm・・PP・ 巨 式;跳 元1一欝 ご ド㍍
T.hargianum(IFO30543)十 十十 十十十 一 十十十十 十十"十十'-
T.Pse"d。le・ningii(IFO30903)++++一++十+++++L
T.viride(IAM5141)十 十十 十十十 一 十十工十 十十十十 一'
*Eachantagonismisthemeanoffivereplicates,andresultsafterincubateoffivedays.
Trichoderma菌の 継 代培 養 に よ る影 響
この試験 は1987年4月か ら7月 中旬 に 行 った 。Trichodermahamatum(TRI-4)とTricho・
dermaviride(IAM5141)は20回の 継代 培 養 を繰 り返 して・al;Rhizoctoniasolani(IFO30464)
9こ対 す る拮 抗作 用 に変 異 が 起 るか ど うか を調 べ た結 果 は第 四表 に 示す 通 りで!Ttiehodermapaの
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T8Me4AntagonismbysubcultureofTric加∂θ夕吻4sρ ρ.
toR力`ZOC`0鴛`αSθtaタti.
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・Eleventimと
Twelvetime
Thirtytime
Fourteentime
Fifteentime
Sixteentime
Seventeentime
Eighteentime
Nineteentime
Twentytime
lDateofassay
10,April
l5,April
20,April
25,April
30,April
5,May
10,May
15,May
20,May
25,May
30,May
4,June
9,June
14,June
19,June
24,June
29,June
4,July
9,July
14,Jinly1
Gradeofantagonism
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*Antagonismisthreefeplicate;,幽and'resultsafterinicubhtbdftwo'
weeks.・'1・-・'
菌 寄 生 能 力 は継 代培 養に よ って変 異 が現 われ ず 安 定 して い る こ とが 推察 され,生 物 防 除 剤 の素 材
として好 ま しい微 生 物 で あ る と考察 され る。T.Katan,etat7)は総 合 防除 の生 物 防 除剤 の 作 出
と して 飽 γαJo〃aycesflavecsのべ ノ ミル剤 や ジ カル ボ オ キ シ ミ ド剤1こ対 す る耐性 菌 を薬 剤処 理や
紫 外線 照 射 に よ って誘導 した が 拮 抗作 用 は低 下 しなか った こ とを報 告 し て い る。 ま たT.H.
Abd-EIMoity,etal')は多 くのTrichodeirma菌をchlorothalopil・brocymido皿e・iptodione・
vinclozolinなどの 農…薬 で 処 理す る こ とに よ って薬 剤耐 性 のTrichodermaharzianamを誘導
した が,こ の菌 株 は 野 生種 の もの よ りSclerotiumcepivotumに対 して 拮抗 作 用 が 強 ま って い
た ことを報 告 し,G.C.Papavizas,etdi9)はTrichodermaharzia'numの分生 胞 子 に紫 外 線
を照 射 し,生 き残 った 分 生 胞子 を 増殖 し,再 び分 生 胞子 に 紫 外線 を 照射 す る こ とを3回 繰 り返 し
てbenomyl剤 に 耐性 に な った 菌 株 はRhi20ctoniasolaniによる綿 の 立枯 病 ・Pythiumutti-
mumに よるエ ン ドウの 立枯 病,Sclerotiumcepivorumvこよる タマ ネ ギの 白腐 病 な どを 野生 種
よ りよ く防 除 した こ とを,ま た 同 氏 らs)はTrichodermaviride(T-1)に紫 外 線 を 照 射 し て
benomy1,thiabendazole,thiophanate・methylなどの 薬 剤 耐性 の 菌株 を 誘導 したが,こ の菌
株 は野 生種 の もの よ りSclerotiumrolfsiieこよ るイ ソゲ ンの 立枯 病 を よ く防除 した こ とを報 告
してい る。 以 上 の よ うにTrichoderma菌の 拮 抗作 用 は薬 剤 処 理,'紫外線 照 射,継 代 培 養 に よっ
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植物病原菌に対するTrichoderma菌の拮抗作用に影響する要因について
て低下せず安定した遺伝因子であると推察される。 ・'`
摘 要
Trichoderma菌の拮抗作用 に影響す る要因 と考え られ るpH,通 気性,寄 主菌体の 加齢 と生
死,拮 抗菌の継代培養な どにつ いて調査 した。pHに ついてはpH3か ら.pH5の 間 において
拮抗作用ぽ旺盛 で,逆 にpH7で 衰退 し,pH8以 上では拮抗作用が認め られ なか った。通気性
については相当の嫌気性状態 の環境で拮抗作用 は活発であった。寄主菌体の加齢 と生死について
は,寄 主(Rhizoctoniasolani)の培養 日数が増加す るとTrichoderma菌の拮抗作用は低下 し
噛
た,ま た寄主菌体の死滅した ものは生 きているもの*り 寄生速度は2日 か ら3日 早 く進行 した。
拮抗菌(TrichodermasPP.)の継代培養は20回繰 り返 して も拮抗作用の能力は全 く変 りな く,
継代 培養に よる変異性は認め られなか った。
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